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杜仲 皮 中 抗 真 菌 蛋白 的 分 离 和 特性 研究 * 
刘 小 烛 大 上 忠 李 英 杨 俊 波 李 炳 钓 


(中 国 科学 院 昆明 植物 研究 所 ， 昆 明 650204) 


摘要 从 杜仲 (Eucommia ulmoides Oliv) 皮 中 分 离 纯化 到 一 种 新 的 抗 真菌 蛋白 (Eucommia 
Antifungal Protein)， 简 称 EAFP。 将 切 碎 的 杜仲 树 皮 用 NaCl 溶液 在 组 织 捣 碎 器 中 高 速 匀 浆 提 
取 ， 经 硫酸 锐 沉 淀 、CM -cellulose 离子 交换 层 析 和 Bio-gel-p-10 凝 胶 层 析 纯 化 。 如 此 纯化 而 
得 的 EAFP 在 SDS~PAGE 胶片 上 显示 一 条 分 子 量 为 5.0 kD 的 单一 带 。 反 相 HPLC 显示 样品 
是 纯 的 。 等 电 聚 焦 电 访 测 得 其 pI 值 大 于 11.0。 经 还 原 和 所 酰 羧 甲 基 化 处 理 ， 用 HPLC 层 析 证 
明 EAFP 为 单 链 。 用 酚 - 硫 酸 法 未 测 出 其 含 糖 。EAFP 是 简单 单 链 蛋白 。 氮 基 酸 组 成 分 析 结 果 
表明 它 富 含 Arg、Cys 和 Gly， 不 含 Met, Lys, Trp, His 和 Phe。 未 经 热 变性 或 SDS 处 理 的 
EAFP 与 考 马 氏 亮 蓝 试剂 不 发 生 显 色 反应 。 手 工 Edman 降解 法 测 得 N- 端 3 个 氨基 酸 残 基 的 顺 
序 为 Gly-Asp-Ala。 用 羧 肽 酶 A 和 B 醇 解 EAFP 测 得 其 C- 末 端 为 Val。 0.3 mg / mL 蛋白 明 
显 抑 制 木 替 、 小 麦 赤 埠 菌 、 烟 草 黑 茎 病菌 和 棉花 枯 芋 病菌 菌 丝 的 生长 。 蛋 白 在 沸水 中 保温 30 
min 活性 不 变 。 
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF AN ANTIFUNGAL 
PROTEIN FROM THE BARK OF EUCOMMIA ULMOIDES 


LIU Xiao~Zhu, HU Zhong, LI Ying, YANG Jun-Buo, LI Bing-Jun 
(Kunming Institute of Botany, Chinese Academy of Sciences, Kunming 650204) 


Abstract A new antifugal protein named EAFP was isolated with 0.5 mol / L NaCl from the 
bark pieces of Eucommia ulmoides Oliv and purified by ammonium sulfate fractionation, 
carboxymethylceliulose ion-exchange chromatography and Bio-gel-p-10 gel filtration. Purified 
EAFP thus abtained gave a single band having a molecular weight of 5 kD on SDS /PAGE. An 
elution pattern of the sample in reverse phase HPLC indicated that the sample was pure. EAF?P is 
a single polypeptide and pl ) 11.0 determined by reduction and S-carboxamidomethylation and 
eletrofocusing on Ampholine / polyacrylamide—gel plates. There is not carbohydrate in EAFP 
detected by phenol-sulfate reaction. Analysis of the composition of amino acids showed that 
EAF?P is rich in Arg, Cys and Gly, but lacks Met, Lys, Trp,His and Phe. EAF?P can not give .col- 
Our reaction with Coomassie blue reagent except that the protein is denatured by heat or SDS 
treatment. Manual Edman degradation showed that sequence of EAFP from N-terminus was . 


Gly-Asp-Ala- and the digestion with carboxypeptidase A and B showed that C-terminal 
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residue of EAFP was Val. EAFP at 0.3 mg / mL inhibited obviously the growth of Trichoderma 
viride Pers.: Fr. mycelia and some crop fungal pathogens. The antifungal activety of EAFP was 
unchanged by incubation at boiling temperature. 


Key words Eucommia ulmoides, Antifungal protein 


杜仲 (Eucommia ulmoides Oliv.) 系 杜仲 科 植 物 ， 树 皮 是 传统 的 中 药材 。 我 们 从 杜仲 树 皮 中 分 离 到 一 
种 能 抑制 真菌 生长 的 蛋白 ， 称 为 杜仲 抗 真菌 蛋白 ( Eucommia Antifungal Protein， 简 称 EAFP )。EAFP 
与 其 他 抗 真菌 蛋白 比较 ， 有 以 下 特点 : 〇 分 子 量 小 ; 四 是 不 含 糖 的 单 链 蛋白 ; @@ 抗 菌 谱 宽 ;@ 具 有 很 
高 的 热 稳定 性 。 从 等 电 点 高 、 分 子 量 小 和 不 含 Trp 这 几 点 看 ，EAFP 与 Thionin 有 相似 之 处 ;3 从 NN 
端 顺序 、C 末端 和 Thionin 富 含 Lys 而 EAFP 不 含 Lys 等 方面 比较 ，EAFP 又 和 Thionin 不 同 。 由 此 看 
来 ， 在 多 种 多 样 的 植物 中 存在 着 多 种 多 样 的 抗 真菌 蛋白 。 寻 找 和 研究 多 种 类 型 的 抗 真菌 蛋白 ， 对 认识 其 
在 植物 中 抗 真 菌 病 的 作用 和 将 其 基因 用 于 作物 抗 真 菌 病 的 研究 均 有 意义 。 本 文 报告 杜仲 皮 中 抗 真 菌 蛋 白 
的 分 离 和 特性 研究 结果 。 


材料 和 方法 


1. 材料 

供 提 取 蛋 白质 的 材料 是 新 鲜 的 杜仲 (Eucommia ulmoides Oliv) 树 皮 ， 在 4 已 存放 待 用 。PITC, TFA 和 
N- 甲 基 吗 啉 为 日 本 TCI 产品 ， 二 硫 苏 糖 醇 、 羧 肽 酶 A 和 B 为 德国 Boehringer 产品 ;， 碘 乙 酰胺 是 瑞士 
Fluka 产品 ; 三 乙 胺 和 标准 氨基 酸 使 用 Waters 产品 。 共 余 试 剂 为 分 析 纯 。 

2. 蛋白 质 的 提取 和 纯化 

将 杜仲 皮 洗 净 ， 切 成 小 碎片 ， 置 于 组 织 捣 碎 器 中 ， 加 入 1-2 倍 重量 、 在 4 预 冷 过 的 NaCl 溶液 (0.5 
mol /LPpH 6.0) 高 速 匀 浆 提取 10 min， 纱 布 过 滤 ， 滤 液 于 10“ xg 冷冻 离心 20 min, 上 清 液 边 搅拌 边 加 入 
硫酸 铵 达 95% 饱 和 度 。 置 于 4C 10 h，104xg 冷冻 离心 ， 取 沉淀 溶解 于 蒸馏水 ， 在 4 艺 对 燕 饮水 透析 除 
去 硫酸 铵 。10'xg 冷冻 离心 ， 取 上 清 液 用 CM-cellulose-52( 20mm x 13 cm) 柱 层 析 分 离 ( 图 1)， 在 
Tris-HCI 缓冲 液 pH 8.9 中 加 入 NaCl， 用 NaCl 0-0.7Smolyv 世 线性 梯度 洗 脱 。 流 出 液 用 紫外 检测 器 在 
277 nm 监测 。 如 此 分 离 到 的 蛋白 再 经 Bio-gel-p-10(14 mm x 90 cm) 柱 层 析 纯化 (图 咯 ) 得 到 纯 和 蛋白 。 洗 
脱 液 为 0.01 mol AL pH 6.5 的 磷酸 缓冲 液 ， 检 测 波长 为 277 nm 。 流 出 的 蛋白 液 用 Ymicon YM-5 超 滤 
膜 超 滤 脱盐 浓缩 ， 冰 冻 干燥 得 到 EAFP 样品 。288 g 树 皮 纯化 得 到 29 mg EAFP 样品 。 

3. 反 相 高 效 液 相 色谱 展 析 

EAFP 的 纯度 鉴定 、 氨 酰 羧 甲 基 化 EAFP (Cm-EAFP) 的 制备 和 PTH- 氛 基 酸 的 鉴定 都 在 岛 津 
LC-3A 高 效 液 相 色 谱 仪 Zorbax-ODS(4.6 mm I.D x 2.5 cm) 层 析 柱 上 进行 。 层 析 EAFP 和 Cm-EAFP 
时 ， 洗 脱 被 为 含有 0.05% 三 气 乙 酸 (TFA) 的 乙 膊 水 溶液 ， 用 线性 梯度 20% - 80% 的 乙 有 稍 洗 有 说， 流速 0.8 
ml/ min， 检 测 波长 275 nm[ 图 2 和 图 7]。PTH- 氨 基 酸 的 鉴定 用 pH 4.5 0.01 mol /1 NaAc 缓冲 液 / 甲 
醇 (1 : 1 V/V ) 溶 液 洗 脱 ， 柱 温 40C， 流 速 0.8 ml / min， 检 测 波 269 nm "' (图 咯 )。 

4. 抗 真菌 活性 测定 

` 在 PDA 培养 基 上 接种 真菌 ， 黑 暗中 28 忆 培养， 待 菌 丝 长 至 培养 喧 面 积 的 2/ 3 时， 在 菌 丝 前 沿 直接 

滴 加 样品 液 ， 再 培养 ， 以 肉眼 能 观察 到 菌 丝 生长 被 抑制 的 蛋白 最 低 浓度 为 抗菌 指标 "2 。 

5. 理化 性 质 测定 

氨基 酸 组 成 分 析 按 常规 盐酸 水 解法 ， 用 日 立 835-50 型 氨基 酸 分 析 仪 分 析 。EAFP 的 荧光 发 射 光谱 ( 
图 6) 表 明 其 不 含 色 氨 酸 '9] 。 
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EAFP 氮 酰 羧 甲 基 化 按 [8] 的 方法 进行 。 反 应 液 上 HPLC 分 离 S- 氨 酰 次 甲 基 化 EAFP (Cm-EAFP)( 
7)。 

N- 端 顺序 的 测定 用 手工 Edman 降解 法 进行 。PTH- 氨 基 酸 用 HPLC 反 相 层 析 来 鉴定 。C- 端 顺序 采 
芭 次 肽 酶 A 和 关 肽 酶 B 混合 的 方法 “3 进行 。 具 体 步 邓 采 用 [14 访 法 。 取 样 时 间 为 : 5 min, 15 min, 30 
min, 1 h 和 2 h。 醇 解释 放出 来 的 氨基 酸 采 用 [8] 的 方法 来 分 析 。 将 氨基 酸 转 化 为 葵 异 硫 氰 酸 术 生物 ( PTC- 
氨基 酸 )。PTC- 氮 基 酸 在 Waters 990 HPLC 上 ， 用 层 析 柱 PICO.TAG™Column(3.9 mm x 15 cm)， 按 
PICO.TAG™ 方法 进行 。 流 动 相 A B 二 相 作 梯度 (曲线 5) 洗 脱 。A 相 : 139 mmol /1 NaAc, 6% 志 且 ， 
0.05% TEA，pH 6.4; B 相 : 60% 乙 有 稍 。12 min B 相 由 0 到 46%， 流 速 为 1 ml/ min， 检 测 波长 为 254 
nmo 

SDS-PAGE 为 15% 胶 ，Laemmili 缓冲 系统 “7 。 低 分 子 量 标准 为 Pharmacia 产品 。 等 电 聚 焦 电 
泳 采 用 Disc 法 ， 管 径 0.5 cm， 管 长 13.5 cm， 聚 丙 燃 酰胺 胶 浓度 5%， 使 用 pH 9-11 的 Ampholine ( 
LKB )，200 V 恒 压 电汇 至 电流 接近 于 零 ， 并 且 不 再 下 降 为 止 10117 。 

用 酚 - 硫 酸 比 色 法 检测 EAFP 的 糖 含量 15 。 


结果 和 讨论 


1 EAFP 的 分 离 、 纯 化 各 活性 测定 

杜仲 树 皮 用 0.5 moL /L NaCl 提取 、 经 硫酸 铁 沉 淀 、 用 CM_cellulose_S2 柱 层 析 分 离 到 图 1 中 的 D 
组 分 具有 抗 真菌 活性 。 再 经 Bio-gel-p-10 柱 层 析 纯化 后 得 到 纯 的 EAFP， 以 它 作 为 EAFP 样品 。 

鉴定 EAFP 的 纯度 使 用 了 聚 丙烯 酰胺 
凝 胶 电 二 、SDS-PAGE 和 反 相 高 效 液 相 色 
谱 层 析 等 方法 。 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 胶 
片上 显示 单一 带 (图 略 )， 在 SDS-PAGE 胶 
片上 显示 一 条 分 子 量 为 5.0 kD 的 单一 带 ( 
图 3)， 在 反 相 HPLC 图 谱 上 为 单一 峰 ( 图 
2)。 

0.3 mg / mL EAFP 对 绿色 木 替 和 小 麦 
赤 震 菌 的 生长 有 明显 的 抑制 作用 (图 4)。 
EAFP 在 沸水 中 保温 0.5 h ， 抑 菌 医 性 不 变 


0.75 


NaCl(moiyL) 


00 


i 


Elution volume (mL) 

图 1 蛋白 在 羧 甲 基 纤 维 素 CM-52 柱 (20 mm x 13 cm ) 

上 的 层 析 分 离 洗 脱 曲 线 。 上 柱 样 品 为 经 95% 饱和 度 硫酸 铁 沉 
淀 、 用 蒸馏水 溶解 后 的 样品 。 收 集 活性 组 分 5。 

Fig. 1 Protein elution profile on a 
carboxy—methylcellulose CM-52 column(20mm x 13cm). The 
Precipitate from 95% ammonium sulfate saturation was dis- 
solved in water, and the solution abtained was applied to the 


column.The active fraction 5 was pooled. 


(图 4A-4)。 

2. EAFP 的 特性 

SDS-PAGE 的 结果 表明 EAFP 的 分 
子 量 仅 5.0 kD。 雁 -硫酸 比 色 法 测定 
EAFP 不 含 糖 。EAFP 经 还 原 和 和 氮 酰 羧 甲 
基 化 处 理 、 在 反 相 HPLC 图 谱 上 为 单一 峰 ( 
图 7)， 证 明 EAFP 为 单 链 蛋 白 。 由 于 
EAFP 在 用 CM-cellulose 分 离 时 ， 在 pH 
8.9 的 缓冲 液 中 都 要 较 高 浓度 的 NaCl (0.5 
mol/L ) 才 能 被 洗 脱 ， 说 明 其 pI 值 较 高 ， 


在 pH 9 一 11 的 Ampholine 系统 中 作 等 电 聚 焦 电 泳 ，EAFP 泳 动 出 了 pH 11 的 边缘 ， 说 明 EAFP 的 pI 
值 大 于 11。 以 上 说 明 EAFP 为 分 子 量 较 小 的 简单 单 链 碱 性 蛋白 。 


388 五 南 植物 人 赋 究 16 郑 


Wo 0 
kD AT 工本 下 网 





图 2 EAFP 的 HPEC 反 相 层 析 碍 哉 。 上 其 析 杜 
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Se 


Zorbax~ODS(4.6 mm x 25 cm) 
图 3 EAFP 的 SDS-PAGE 图 诸 


Fig. 3 SDS-PAGE pattern of EAFP. 1、 


Fig.2 Elution profile of EAFP in reverse-phase HPLC 


HPLC was carried out on a Zorbax—ODS(4.6 mm x 25 cm). 
4: MW markers, 2、 3, EAFP., 





图 4 EAFP 对 绿色 木 址 和 小 麦 赤 起 菌 苗 丝 生长 的 抑 便 ，A; 绿色 木 害 9 B: 小 老 亦 震 的 
Pig, 4 JInhibition of mycelial growth of Tricloderma wiride and Gibberelia saubineii by EAFP ( 5UL ), A: 


Trichoderma viride; B: Gibberella yubinetit. 1 1 mg/ mL: 2.0.5 meg/ mE: 3,.0.3 mg/ mL:4, 1 mg/ mL of EAFP was 


incubatod by 0.5 h at boiing temperature. 


EAFP 的 荣光 发 射 光 谱 几 在 306 nm{ 图 6)， 表 示 其 含有 Tyr 而 不 含 Trp 7 。EAFP 的 紫外 吸收 巍 在 
275 nm( 图 5)，E=8.73。 氛 Tyr 的 = 上 x1 仿 ，、EAFP 的 分 子 基 为 50kD、 其 中 含有 3 个 Tyr， 用 
A=CL 公 式 计算 的 结果 E 为 66 和 测定 值 接 近 。 

EAFP 氛 基 酸 组 成 分 析 的 结 池 如 表 1， 它 帘 含 Gly、Cys 和 Arg， 不 含 Lys、Trp、Met、His 和 
Phe。Thionin 帘 含 Lys， 两 端 残 基 都 是 Lys 号 ，EAFP 在 这 一 点 上 是 与 Thionin 不 同 的 。 用 手工 
Edman 降解 靶 测 得 的 N- 端 3 个 残 基 的 顺序 为 ,Gly=Asp-Ala。 用 着 及 酶 A 和 B 酶 解 EAFP 测 得 共 C: 
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末端 为 Val( 图 8)。 未 经 变性 处 理 的 EAFP 与 考 马 氏 亮 蓝 试剂 不 发 生 显 色 反 应 ， 这 和 GAFP [0 相同 。 
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5 EAFP 的 此 外 光谱 图 6. EAFP 的 荧光 发 射 光谱 荧光 激发 光波 长 280 nm 
Fig. 5 UV spectrum of EAFP. E of its aqueous solu- Fig.6 Fluorescence emission spectra of EAFP. The 
tion at pH 7 is 8.73. exciting ligth wavelength of fluorescence was 280 nm. 
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7 EAFP 经 氨 酰 次 甲 基 化 处 理 后 的 溶液 的 HPLC 反 图 8 用 羧 肽 酶 A 酶 解 EAFP 由 CC- 末端 释放 
相 层 析 曲 线 。 层 析 柱 Zorbax-ODS(4.6 mm x 25 cm) 出 来 的 氨基 酸 
Fig. 7 Elution profile of Cm-EAFP was Fig.8 Amino acids released from the C-terminus 


S-carboxamidomethylated subjected to reverse-phase of the EAF?P after digestion with 
HPLC. HPLC was carried out on a Zorbax-ODS(4.6 mm x carboxypeptidase A. 
25 cm). 


EAFP 作为 一 个 新 发 现 的 抗 真菌 蛋白 ， 具 有 分 子 量 小 、 不 含 糖 、 单 链 和 热 稳定 的 特点 。 本 文 还 报道 
了 其 氨基 酸 组 成 、N- 端 顺序 和 C- 末 端 。EAFP 的 发 现 和 本 文 报道 的 数据 可 能 对 将 来 抗 真 菌 蛋 白 在 抗 真 
菌 作用 中 的 机 理 、 抗 真菌 蛋白 的 结构 与 功能 以 及 抗 真菌 蛋白 的 基因 工程 的 研究 产生 意义 。 
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表 1 杜仲 抗 真菌 绰 白 的 氨基 酸 组 成 分 析 
Table 1 The amino acid composition of EAFP 


Amino Analysis data of protein sample Calculated data 
acid n mol n gram % mol/ 100mol mol/ mol of Protein 
Asp 3.192 424.59 6.79 8.30 3.12 (3) 
Thr 0.826 98.30 1.57 2.13 0.81 (1) 
Ser 3.332 350.16 5.60 8.67 3.26 (3) 
Glu 2.342 344.27 5.51 6.09 2.29 (2) 
Pro 2.835 326.06 5.22 7.38 2.77 (3) 
Gly 7.096 $532.26 8.51 18.49 6.94 (7) 
Ala 4.210 375.08 6.00 10.95 4.12 (4) 
Cys 3.870 468.73 7.49 10.07 3.78 (4) 
Val 1.013 118.52 1.89 2.64 0.99 (1) 
Met 0.101 15.12 0.24 0.26 0.10 (0) 
Ile 1.023 134.10 2.14 2.66 1.00 (1) 
Leu 1.064 169.61 2.24 2.77 1.04 (1) 
Tyr 2.856 517.27 8.27 7.43 2.79 (3) 
Phe 0.222 36.72 0.59 0.58 0.22 (0) 
Lys 0.221 32.29 0.51 0.58 0.22 (0) 
Arg 4.036 703.85 11.26 10.50 3.97 (4) 
NH 4.039 68.67 全 加 
Total 38.439 4620.51 73.93 100 37 





1) Protein sample was 6250 n gram. 


2) Calculated on a basis of one residue of Ile. 
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